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Apalexo Biotechnologie GmbH 
"Reinigung von hochmolekularen Verbindungen mittels Affinitatsmembran- 
chromatographie" 
Unser Zeichen: S 6755 - py / tr 



Beschreibung 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Aufreinigung und/oder 
Isolierung von in einer Losung oder Suspension enthaltenen hochmolekularen 
Verbindungen, wie hochmolekulare Proteine oder proteinartige Verbindungen, 
mittels Affinitatschromatographie unter Verwendung von Metallionen-enthaltender 
Membranen. 

Chromatographische Verfahren spielen bei der Aufreinigung und Isolierung von 
Proteinen oder proteinartigen Verbindungen, insbesondere bei Verwendung als 
Impfstoff, eine wichtige Rolle. Beispielsweise werden im Stand der Technik 
affinitats-chromatographische Verfahren zur Reinigung von rekombinanten 
Bakteriophagen beschrieben, die jedoch unter anderem nachteiligerweise eine 
sehr geringe Bindungskapazitat des verwendeten Chromatographiematerials 
aufweisen (vgl. Bass et al., 1990; McCafferty et al., 1991; US 5,750,373; US 
5,688,666; WO 92/09690). 

So wird bei der Herstellung von filamentosen Bakteriophagen, die auf ihrer 
Oberflache rekombinante Proteine tragen bzw. exprimieren, wobei solche 
rekombinanten Proteine z.B. Antigene fur den Einsatz als therapeutische Vakzine 
gegen Krebserkrankungen oder Autoimmunkrankheiten, oder Antigene fur den 
Einsatz von prophylaktischen Vakzinen gegen Infektionskrankheiten, sein 
konnen, in den meisten Fallen ein Gemisch aus Bakteriophagen erhalten, die 
viele, wenige oder keine rekombinanten Proteine tragen, wobei es sich in letztem 
Fall urn Wildtyp-Bakteriophagen handelt. Je nach verwendetem Antigen wird eine 
unterschiedlich gute Expression des Antigens erhalten. Dies bedeutet, dad der 
Anteil der Phagen, die Antigene tragen, je nach verwendetem Antigen 
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unterschiedlich hoch sein kann. Im Gegensatz zu anderen viralen Partikeln, die 
meist selbst das Antigen darstellen, gibt es folglich bei der Herstellung von 
rekombinanten Bakteriophagen ein besonderes Problem, namlich die Abtrennung 
der Wildtyp-Bakteriophagen von den gewunschten Bakteriophagen, die das 
rekombinante Protein, beispielsweise ein Antigen, auf der Oberflache tragen. Bei 
der Verwendung von rekombinanten Phagenimpfstoffen kommt es unter anderem 
auf die Dichte des rekombinanten Antigens an, das auf der Oberflache des 
Phagen exprimiert wird, denn das eigentliche Ziel der Immunisierung ist eine 
spezifische Immunantwort gegen das exprimierte rekombinante Antigen zu 
) induzieren. Die Wildtyp-Bakteriophagen konnen hierbei interferierend wirken, da 
nicht die Immunantwort gegen den Bakteriophagen das Ziel ist, sondern eine 
Immunantwort gegen die "fremden" Antigene, die auf dem Phagen exprimiert 
werden. Durch hohe Verunreinigungen mit Wildtyp-Bakterienphagen wird das 
Verhaltnis zwischen Immunreaktion gegen das Antigen und Immunreaktion gegen 
5 den Phagen schlechter. Darum ist es wunschenswert, die Bakteriophagen 
aufzureinigen, die das gewQnschte Antigen auf der Oberflache aufweisen und die 
unerwunschten Wildtyp-Bakteriophagen abzutrennen. 

Ferner ist es inbesondere bei rekombinanten Impfstoffen wunschenswert, 
10 kontaminierende Molekule jeglicher Art insbesonders Proteine und Endotoxine 
des fur die Herstellung der rekombinanten Impfstoffe verwendeten 
Wirtsorganismus, beispielsweise E. coli oder Saugerzellen, und potentiell 
kontaminierende Proteine und niedermolekulare Verbindungen, wie Antibiotika, 
| Cytokine etc., aus dem Kulturnahrmedium von z.B. Bakterien oder Saugerzellen 
^25 von den rekombinanten Impfstoffen abzutrennen, urn eine moglichst hohe 
Reinheit zu erzielen. 

Eine weitere wichtige Anforderung an das Reinigungsverfahren fQr 
gentechnologisch hergestellte Proteine, (Poly)peptide oder rekombinante 
30 Bakteriophagen, welche als Impfstoffe verwendet werden konnen, ist die 
grofctechnische Herstellbarkeit, damit solche Mengen an beispielsweise 
rekombinanten Bakteriophagen produziert werden konnen, die zur Anwendung 
beim Menschen ausreichend sind. 
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Die strukturellen Eigenschaften von partikularen Substanzen, wie Multimere 
Proteinkomplexe, Multienzymkomplexe, rekombinante Viren, VLP's und 
Bakteriophagen, stellen ein Problem fur herkommliche Aufreinigungsmedien auf 
Partikelbasis dar, wobei sich derartige Substanzen durch solche Medien auf 
Partikelbasis nicht oder nur sehr schlecht aufreinigen lassen. Am nachfolgenden 
Beispiel von filamentosen Bakteriophagen wird dies deutlich. 

Fd-Phagen weisen eine ungewohnliche Form (z.B. hat der fd-Phage einen 
Durchmesser von 6 nm und eine Lange von bis zu 900nm) mit einem 
Molekulargewicht von etwa 15x10 6 Dalton auf, was spezielle Anforderungen an 
die Reinigung stellt. In der PCT/EP99/03380 ist ein Verfahren zur Herstellung von 
Phagenvakzinen gegen Tumoren beschrieben. Diese Vakzine werden bereits mit 
gutem Erfolg eingesetzt, es ware jedoch wQnschenswert, das darin beschriebene 
Herstellungsverfahren fur den grofctechnischen Einsatz weiter zu vereinfachen. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren 
bereitzustellen, welches eine kostengunstige und schnelle Konzentrierung, 
Aufreinigung und/oder Isolierung von hochmolekularen Verbindungen, wie 
hochmolekulare Proteine oder proteinartige Verbindungen, beispielsweise 
filamentose, nicht naturlicherweise auf der Oberflache vorkommende Antigene 
tragende Bakteriophagen, insbesondere im grolitechnischen MaHstab ermc-glicht. 

Diese Aufgabe wird durch Bereitstellung der in den Anspruchen 
gekennzeichneten Ausfuhrungsformen gelost. 

Insbesondere wird ein Verfahren zur Aufreinigung und/oder Isolierung von in einer 
Losung oder Suspension enthaltenen hochmolekularen Verbindungen, wie 
hochmolekulare Proteine oder hochmolekulare proteinartige Verbindungen, 
bereitgestellt, umfassend die Schritte: 

(a) Aufbringen der Losung oder Suspension auf eine Metallionen-enthaltende 
Membran und 

(b) affinitatschromatographische Abtrennung der hochmolekularen 
Verbindungen durch deren Bindung an die Metallionen-enthaltende 
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Membran, wobei die hochmolekularen Verbindungen die Fahigkeit zur 
Metallchelat-Bildung aufzeigen und vorzugsweise ein Molekulargewicht von 
grader als 1x10 6 Da, mehr bevorzugt grader als 2x1 0 6 und besonders 
bevorzugt grafter 5x1 0 s Da aufweisen. 

Die hochmolekularen Verbindungen, wie Proteine oder proteinartige 
Verbindungen, lassen sich aufgmnd ihrer Grafte und/oder Form uber 
herkommliches Chromatographiematerial, wie modifizierte Agarose, z. B. 
Sepharose®, im wesentlichen nicht aufreinigen und/oder isolieren. Beispielsweise 
) konnen Viren eine icosahedrale, helikale oder komplexe Form aufweisen und 
behullt oder unbehullt sein, wobei Viren beispielsweise eine Grafte von etwa 10 
nm bis etwa 100 nm aufweisen. In besonderen Fallen sind Viren stabchenformig 
und weisen eine Lange von mehreren hundert Nanometern auf. Beispielsweise 
hat der Phage M13 eine Lange von etwa 900 nm. lnsbesondere konnen bei einer 
5 gelchromatischen Auftrennung bzw. Isolierung die hochmolekularen 
Verbindungen im wesentlichen nicht in das heteroporose gequollene Netzwerk der 
Perlen bzw. „Beads" (wie beispielsweise Sepharose®), die herkommlicherweise als 
stationare Phase in der Gelchromatographie verwendet werden, eindringen. 

20 Der Begriff "Metallion(en)" unterliegt keiner besonderen Einschrankung, insoweit 
die verwendeten Metallionen eine spezifische Affinitat zu den zu reinigenden 
und/oder zu isolierenden Proteinen oder proteinartigen Verbindungen aufweisen. 
Bevorzugte Metallionen sind aus der Gruppe, bestehend aus Cu 2+ , Ni 2+ , Zn 2+ , 
Co 3+ , Fe 3+ , Mn 2+ und Ca 2+ und Gemischen aus mindestens zwei dieser 
25 Metallionen, ausgewahlt. Besonders bevorzugt ist das Metallion Cu 2+ . 



Das Matrixmaterial der erfindungsgemaft verwendeten Membran unterliegt keiner 
besonderen Einschrankung und ist vorzugsweise ausgewahlt aus der Gruppe, 
bestehend aus Agarosen, modifizierten Agarosen, modifizierten Dextranen, 
30 Polystyrolen, Polyethem, Polyacrylamiden, Polyamiden, z.B. Nylon, Cellulose, 
modifizierten Cellulosen wie vernetzten Cellulosen, Nitrocellulosen, 
Celluloseacetaten, Silikaten und Poly(meth)acrylaten, Polytetrafluorethylen, 
Polyestern, Polyvinylchloriden, Polyvinylidenfluorid, Polypropylen, Polysulfonen 
und Polyethersulfonen. Die Porengrafte der erfindungsgemaft verwendeten 
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Membran liegt vorzugsweise im Bereich von 0,01 bis 12 urn, bevorzugt von 0,45 
bis 7 (jm, besonders bevorzugt von 3 bis 5 urn. 

Der Begriff ..hochmolekulare Verbindungen" umfafct hochmolekulare Proteine und 
hochmolekulare proteinartige Verbindungen sowie Biopolymere, Lipide, Mizellen 
und Liposomen. 

Der Begriff "proteinartige Verbindung(en)" umfafct (Poly)peptide und Derivate 
davon, derivatisierte Proteine, rekombinante Proteine und (Poly)peptide, Di-, Tri-, 
Tetra-, bis Multimere von Peptiden, Polypeptiden oder Proteinen, 
(Multi)proteinkomplexe, Zellorganelle, Fusionsproteine, Viren und Teile davon, wie 
beispielsweise Hullproteine, rekombinante Viren und Teile davon, rekombinante 
Bakteriophagen, wie beispielsweise rekombinante filamentose Bakteriophagen, 
und Teile davon, die auf ihrer Oberflache nicht naturlicherweise vorkommende 
Antigene tragen. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemalien 
Verfahrens werden rekombinante, filamentose Bakteriophagen als proteinartige 
Verbindungen aufgereinigt und/oder isoliert. 

Der Begriff "filamentoser Bakteriophage" umfafct im Sinne der vorliegenden 
Erfindung samtliche Phagen, welche eher helikale als eikosaedrische Symmetrie 
aufweisen. Der filamentose Bakteriophage kann ein Klasse l-Phage, wie z.B. fd-, 
M13-, f1-, If1-, Ike-, ZJ/Z- oder Ff-Phage sein oder ein Klasse ll-Phage, wie z. B. 
Xf-, Pf1- oder Pf3-Phage sein. In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform 
des erfindungsgemaften Verfahrens ist die proteinartige Verbindung der 
filamentose Bakteriophage M13. 

Unter "nicht naturlicherweise vorkommende Antigene" im Zusammenhang mit 
dieser Erfindung werden Antigene, wie z.B. Proteine, verstanden, die nicht in den 
Capsiden der Wildtyp-Formen filamentoser Bakteriophagen vorkommen. Es 
handelt sich hierbei urn Antigene, welche rekombinant durch den Phagen 
exprimiert und in das Capsid eingebaut werden konnen, oder welche chemisch 
beispielsweise an das Capsid gebunden werden konnen. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaften 
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Verfahrens ist das rekombinante exprimierte Protein auf dem Bakteriophagen ein 
Fusionsprotein mit dem Protein III und/oder dem Protein VIII des 
Bakteriophagens. 

5 Das Antigen muli ein Fusionsprotein mit einem Phagenprotein sein, wenn es auf 
dem Phagen rekombinant exprimiert werden soli. Sonst kann es nicht eingebaut 
werden. Im Falle des Proteins III reicht auch ein Teil dieses Proteins aus, da sich 
dieses am Kopf des Phagen befindet und nur an einem Ende mit dem Phagen 
verbunden ist. Beim Protein VIII ist das gesamte Protein notwendig, weil sonst 

0 kein Einbau in den Phagen erfolgen kann (p VIII ist relativ klein und bildet die 
Hulle des Phagen). Der Vorteil des Einbaues des Antigens durch rekombinante 
Expression als Fusionsprotein ist, dad die Presentation auf der Phagenoberflache 
gerichtet bzw. genau definiert ist. 

5 Unter "Aufreinigung von hochmolekularen Verbindungen, wie Proteine oder 
proteinartige Verbindungen, beispielsweise rekombinante, filamentose 
Bakteriophagen", ist im Sinne dieser Erfindung zu verstehen, dad mindestens 
97%, vorzugsweise mindestens 98%, besonders bevorzugt mindestens 99% und 
am meisten bevorzugt mindestens 99,8% der durch das Verfahren zu reinigenden 

20 Proteine oder proteinartigen Verbindungen vorliegen. 

Unter "Isolierung von hochmolekularen Verbindungen, wie Proteine oder 
proteinartige Verbindungen, beispielsweise rekombinante, filamentose 
Bakteriophagen" ist in dieser Erfindung zu verstehen, dad alle durch das 
25 Verfahren gereinigten hochmolekularen Verbindungen im wesentlichen rein sind. 
Vorzugsweise enthalten die isolierten hochmolekularen Verbindungen keine 
kontaminierenden Proteine, wie beispielsweise im Fall von isolierten 
Bakteriophagen keine kontaminierenden E. coli -Proteine, und/oder keine 
Nahrmediumbestandteile mehr. 



30 



In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemafcen Verfahrens 
werden rekombinante, Antigen-tragende Bakteriophagen aufgereinigt und/oder 
isoliert, wobei es uberraschenderweise mSglich ist, mindestens 1x10 Antigen- 
tragende Bakteriophagen pro 50 bis 100 cm 2 Membranflache aus einem 



27.01.04 



MOIIer-Bore & Partner 



Gemisch, welches sowohl Wildtyp-Bakteriophagen als auch Antigen-tragende 
Bakteriophagen enhalt, aufzureinigen und/oder zu isolieren. 

Aufgrund der Oberraschenderweise hohen Menge an aufgereinigtem Material pro 
Flacheneinheit der Membran kombiniert mit der hohen Reinheit, welche die nach 
dem erfindungsgemalien Verfahren aufgereinigten und/oder isolierten 
hochmolekularen Verbindungen, wie Proteine oder proteinartige Verbindungen, 
aufweisen, ist es moglich, diese in grofctechnischem Malistab als Impfstoffe 
herzustellen und einzusetzen. Das trifft insbesondere fur die rekombinanten 
Bakteriophagen zu. Die unerwarteten Vorteile der Erfindung zeichnen sich 
besonders durch eine im Tierversuch wesentlich h6here Wirksamkeit im Vergleich 
zu den nicht gereinigten Bakteriophagen aus. Die Erprobung der Wirksamkeit 
eines Impfstoffes sind dem Fachmann bekannt und somit Stand der Technik. 

Das Prinzip der Metallionen-Affinitatschromatographie beruht auf der Metallchelat- 
Bildung bzw. Komplexbildung zwischen Metallionen wie Cu 2+ , Ni 2+ , Zn 2+ und Co + , 
und dem zu reinigenden Protein, welches vorzugsweise eine Abfolge von 5 bis 6 
Histidinresten ("His-Tag") oder mehrer solcher Einheiten hintereinander, aufweist. 
Das Metallion kann uber einen weiteren Komplexbildner an die Membranmatrix 
gekoppelt sein. Das Prinzip dahinter ist, dass viele Metalle, wie Kupfer und Zink, 
und deren lonen Koordinationskomplexe mit den Aminosauren Histidin, Cystein 
und Tryptophan uber Elektronendonatorgruppen der Seitenketten der 
Aminosauren bilden konnen. Urn diesen Effektfur die Chromatographie nutzen zu 
konnen, mussen diese Metallionen auf einer inerten Matrix immobilisiert werden. 
Dies kann durch Aufbringen einer chelatbildenden Gruppe auf die Matrix erreicht 
werden. Von besonderer Bedeutung ist zum Gebrauch solcher Gruppen, dass sie 
auf der Matrix fixiert sind und eine hohe Affinitat zur zu reinigenden Substanz 
aufweisen. Der gebrauchlichste chelatbildende Ligand in dieser Art der 
Chromatographie ist Iminodiessigsaure (IDA). Sie bildet ein Chelat (mehrfache 
Koordinationsstellen) mit Metallen. Die gebrauchlichsten Metalle sind Kupfer und 
Zink, aber auch andere, wie Kobalt, Nickel, Eisen, Lanthan, Mangan und Calcium 
sind beschrieben worden. Der His-Tag kann sich im Protein am N-Terminus, am 
C-Terminus oder auch intern befinden. Das Besondere bei der 
erfindungsgemafcen Reinigung von rekombinanten Bakteriophagen ist, dafc es 
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sich dabei nicht um ein einzelnes Protein handelt, sondem um einen 
Phagenpartikel, das aus tausenden Proteinen besteht oder um 
Phagenpartikelfragmente, die aus kleineren Multimeren bestehen und eine sehr 
ungewohnliche Form besitzen. 

Ein "Tag" im Sinne der Erfindung ist ein Bindungspartner, welcher mit dem zu 
reinigenden Protein oder proteinartigen Verbindung ein Fusionsprotein bildet, 
wobei die spezifische Interaktion dann zwischen dem Tag und einem fOr den Tag 
spezifischen Metallion stattfindet. In einer besonders bevorzugten 
Ausfiihrungsform des erfindungsgemalien Verfahrens ist der Tag ausgewahlt aus 
der Gruppe, bestehend aus His-Tag, Flag-Tag und Myc-Tag. 

Weiterhin sind nativ auftretende Proteinmotive mit Metallchelateigenschaften, wie 
z.B. sog. Zinkfingermotive von Transkriptionsfaktoren als tags im Sinne der 
Erfindung zu verstehen, da sie in der Lage sind, eine spezielle Interaktion mit 
Metallionen auszufuhren. 



Die Form der erfindungsgemali verwendeten Metallionen-enthaltenden Membran 
unterliegt keiner besonderen Einschrankung und sie kann in einem Gehause, 
beispielsweise einem Kunststoffgehause oder einer Chromatographiesaule 
angeordnet sein. Bevorzugt ist eine flachige Ausbildung der Metallionen- 
enthaltenden Membran, wobei in einer Packung fur eine Chromatographie-Saule 
mehrere Lagen der Metallionen-enthaltenden Membran ubereinander angeordnet 
sein konnen. 

In dem erfindungsgemafien Verfahren kann vor Schritt (a) ein die zu reinigenden 
und/oder isolierenden hochmolekularen Verbindungen enthaltendes Gemisch 
einer lonenaustauscherchromatographie zur Entfernung von Verunreinigungen 
unterzogen werden. Vorzugsweise wird die lonenaustauscherchromatographie 
unter Verwendung einer lonenaustauschermembran durchgefuhrt. Die 
lonenaustauschermembran umfalit vorzugsweise ein Matrixmaterial, ausgewahlt 
aus der Gruppe, bestehend aus Agarosen, modifizierten Agarosen, modifizierten 
Dextranen, Polystyrolen, Polyethern, Polyacrylamiden, Polyamiden, z.B. Nylon, 
Cellulose, modifizierten Cellulosen wie vernetzten Cellulosen, Nitrocellulosen, 
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Celluloseacetaten, Silikaten und Poly(meth)acrylaten, Polytetrafluorethylen, 
Polyestern, Polyvinylchloriden, Polyvinylidenfluorid, Polypropylen, Polysulfonen 
und Polyethersulfonen Die lonenaustauschermembran weist vorzugsweise eine 
Porengrolie im Bereich von 0,01 bis 12um, bevorzugt von 0,45 bis 7um, 
5 besonders bevorzugt von 3 bis 5um auf. Die funktionellen Gruppen der 
lonenaustauschermembran unterliegen keiner besonderen Einschrankung und sie 
sind beispielsweise entsprechend dem zu reinigenden Protein oder der zu 
reinigenden proteinartigen Verbindung angepalit. Bevorzugte Beispiele fQr 
funktionelle Gruppen sind DEAE, DEA, CM, QA, TMA, S, SP und Phosphat- 
10 Gruppen. 

Als Beispiele fur Verunreinigungen, die uber lonenaustauschchromatographie, z. 
^ B. durch Bindung an die lonenaustauschmembran, entfernt werden konnen, sind 
insbesondere Endotoxine anzufuhren, die beispielsweise bei rekombinanter 
15 Herstellung von Proteinen oder proteinartigen Verbindungen wie rekombinante 
filamentose Bakteriophagen, von dem Wirtsorganismus, z. B. E. coli, stammen. 

Es ist ferner moglich, da(i Verfahren so zu optimieren, dad vor der Affini- 
tatsmembranchromatographie und/oder vor der lonenaus- 
20 tausch(membran)chromatographie moglichst viele Verunreinigungen 
beispielsweise durch im Stand der Technik bekannte Fallungsschritte oder im 
Stand der Technik bekannte Filtrationsschritte weiter reduziert werden, urn so den 
Kontaminationsgrad so gering wie moglich zu halten. Dies reduziert die 
Wahrscheinlichkeit an unerwunschten Nebenwirkungen beim Einsatz als 
*25 biologisch wirksame Substanz, insbesondere als Impfstoff. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird das Gemisch, welches beispielsweise 
das zu reinigende Protein oder die zu reinigende proteinartige Verbindung, wie 
rekombinante filamentose Bakteriophage enthalt, vor der 
30 Affinitatsmembranchromatographie und/oder der 

lonenaustausch(membran)chromatographie einer Filtration unter Verwendung von 
im Handel erhaltlichen Filtrationssysteme, wie das Crossflow- 
Mikrofiltrationssystems der Fa. Sartorius unterzogen. Dabei wird in einer 
geeigneten Einspannvorrichtung beispielsweise eine Filterkassette mit einer 
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Hydrosart®-Membran mit einer nominellen Porenweite von 0,45 urn Oder 0,2 urn 
verwendet. Der Betrieb solcher Systeme ist dem Fachmann bekannt. Durch die 
Filtration konnen weitere Verunreinigungen, wie der Wirtsorganismen oder 
Bestandteilen davon, entfernt werden. Das so erhaltene Filtrat kann dann, 
5 gegebenenfalls nach geeigneter, herkommlicher Aufbereitung, fur die 
lonenaustauschchromatographie und/oder Affinitatsmembranchromatographie 
eingesetzt werden. 

Das erfindungsgemafce Verfahren kann als "batch"-Verfahren oder kontinuierlich 
1 0 durchgefuhrt werden. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform umfafit das erfindungsgemafte 
Verfahren die Weiterformulierung der aufgereinigten und/oder isolierten 
hochmolekularen Verbindung, z. B. ein Protein oder eine proteinartige 
15 Verbindung, als Impfstoff. Beispielsweise werden Phagen nach der Reinigung 
gegen PBS dialysiert und anschliefcend werden die Proteinkonzentration, die PFU, 
die Endotoxinkonzentration und die Antigenmenge bestimmt. Vorzugsweise 
werden die Endotoxinkonzentration und die Antigenmenge mit dem LAL-Test bzw. 
mit einem Immun-Dot-Blot bestimmt. Die Konzentration wird durch Verdunnung 
20 auf das gewunschte Mali eingestellt. 

In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfuhrungsform wird das Verfahren 
unter GMP-Bedingungen durchgefuhrt, wobei GMP "good manufacturing practice" 
bedeutet und dem Fachmann bekannt und somit Stand der Technik ist. 
r 25 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft die Verwendung der 
erfindungsgemafi hergestellten hochmolekularen Verbindungen, wie Proteine 
oder proteinartige Verbindungen, vorzugsweise rekombinante filamentose 
Bakteriophagen, als biologisch bzw. pharmakologisch wirksame Bestandteile in 
30 einer pharmazeutischen Zusammensetzung, beispielsweise einen Impfstoff, 
welche gegebenenfalls einen pharmazeutisch vertraglichen Trager und/oder 
Verdunnungsmittel umfalit. Beispiele geeigneter Trager oder Verdiinnungsmittel 
sind dem Fachmann bekannt und umfassen z.B. Phophat-gepufferte 
Salzlosungen, Wasser, Emulsionen wie z.B. Ol/Wasserernulsionen, verschiedene 
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Arten von Netzmitteln oder Detergenzien, sterile Losungen, etc. 
Zusammensetzungen, die solche Trager und/oder Verdunnungsmittel umfassen, 
konnen mittels bekannten herkommlichen Verfahren hergestellt werden. 

Die pharmazeutischen Zusammensetzungen konnen einem Individuum in 
geeigneter Dosierung verabreicht werden. Eine Verabreichung kann oral oder 
parenteral erfolgen, z.B. auf intravendsem, intraperitonealem, subkutanem, 
perinodalem, intramuskularem, topischem, intradermalen, intranasalem oder 
intrabronchialem Weg oder uber einen Katheder in eine Arterie. Die Hohe der 
Dosierung wird von dem behandelnden Arzt bestimmt und hangt im wesentlichen 
von den klinischen Faktoren ab. Diese Faktoren sind im Stand der Technik 
bekannt und umfassen beispielsweise die Kdrpergrofte bzw. das Gewicht, die 
Korperoberflache, das Alter, das Geschlecht und den allgemeinen 
Gesundheitszustand des Patienten, die spezielle zu verabreichende 
5 Zusammensetzung, die Behandlungsdauer, die Art der Verabreichung und die 
eventuelle gleichzeitige Behandlung mit einem anderen Arzneimittel. Eine typische 
Dosis kann z.B. in einem Bereich zwischen 0,001 und 5000 \xg liegen, wobei 
Dosen unterhalb oder oberhalb dieses beispielhaften Bereiches, vor allem unter 
Beriicksichtigung der oben erwahnten Faktoren, vorstellbar sind. Im allgemeinen 
20 sollte sich bei regelmafiiger Verabreichung der erfindungsgemalien 
Zusammensetzung die Dosis in einem Bereich zwischen 1 |^g- und 10 mg- 
Einheiten pro Tag befinden. Wird die Zusammensetzung intravenos verabreicht, 
was nicht bevorzugt empfohlen wird, urn die Gefahr einer anaphylaktischen 
Reaktion zu minimieren, sollte sich die Dosis vorzugsweise in einem Bereich von 
25 etwa 1 ug bis etwa 10 mg Einheiten pro kg Korpergewicht pro Minute befinden. 

Die pharmazeutische Zusammensetzung kann lokal oder systemisch verabreicht 
werden. Praparate fur eine parenteral Verabreichung umfassen sterile wassrige 
oder nicht-wassrige Losungen, Suspensionen und Emulsionen. Beispiele fur nicht- 
30 wassrige Losungsmittel sind Propylenglykol, Polyethylenglykol, pflanzliche Ole wie 
z.B. Olivenol, und organische Esterverbindungen wie z.B. Ethyloleat, die fur 
Injektionen geeignet sind. Wassrige Trager umfassen Wasser, alkoholische 
wassrige Losungen, Emulsionen, Suspensionen, Salzlosungen und gepufferte 
Medien. Parenterale Trager umfassen Natriumchlorid-Losungen, Ringer-Dextrose, 
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Dextrose, Natriumchlorid, Ringer-Laktat und gebundene Ole. Intravenose Trager 
umfassen z.B. Flussigkeits-, Nahrstoff-, und Elektrolyt-Erganzungsmittel (wie z.B. 
solche, die auf Ringer-Dextrose basieren). Die erfindungsgemade 
Zusammensetzung kann aulierdem Konservierungsmittel und andere Zusatze 
umfassen, wie z.B. antimikrobielle Verbindungen, Antioxidantien, Komplexbildner 
und inerte Gase. Des weiteren konnen, abhangig von der beabsichtigten 
Verwendung, Verbindungen wie z.B. Interleukine, Wachstumsfaktoren, 
Differenzierungsfaktoren, Interferone, chemotaktische Proteine oder ein 
unspezifisches immunmodulatorisches Agens erhalten sein. 



Die Figuren zeigen: 

Fiq . i Z eigt eine graphische Darstellung der Wasch- und Elutionsschritte einer 
lonenaustausch-Chromatographie. Das erste Signal enthalt die 
Hauptfraktion von Endotoxinen und das zweite Signal enthalt im 
wesentlichen die Phagen. Die gestrichelte Linie stellt den NaCI-Gradienten 
dar. 



Fid, 2 ist eine photographische Abbildung eines Dot-Blots hinsichtlich der 
Aufreinigung von rekombinanten M13/fd-Phagen mit His-Tag/g8- 
Fusionsproteinen, wobei zur immunologischen Detektion monoklonale 
Peroxidase-konjugierte/Anti-polyhistidin-Antikorper verwendet werden. 
Verdunnungsreihe von links nach rechts: 1/100, 1/200, 1/400, 1/800; 
T=total; FT=Durchflufi; W1, W2, W3=jeweilige Waschschritte; E1, E2, 
E3=jeweilige Elutionsschritte; WT-Wildtyp-Phage (vgl. Beispiel 4). 

Fjq. 3 ist eine photographische Abbildung eines Dot-Blots hinsichtlich der 
Aufreinigung von rekombinanten M13/fd-Phagen mit His-Tag/g8- 
Fusionsproteinen, wobei zur immunologischen Detektion monoklonale 
Peroxidasekonjugierte/Anti-polyhistidin-Antik6rper verwendet werden. 
VerdDnnungsreihe von links nach rechts: 1/100, 1/200, 1/400, 1/800; 
T=total; FT=Durchfluli; W1, W2, W3=jeweilige Waschschritte; E1, E2, 
E3=jeweilige Elutionsschritte; WT-Wildtyp-Phage (vgl. Beispiel 4). (A) Als 
Chromatopgraphiematerial werden im Handel erhaltlich Ni 2+ -Agarosebeads 
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verwendet. (B) Als Chromatographiematerial wird eine erfindungsgemafte 
Cu 2+ -enthaltende Membran verwendet. 

Die nachfolgenden Beispiele erlautern die Erfindung ohne Beschrankung des 
Schutzbereichs. 



Beispiele 

Beispiel 1: Cross-flow-Filtration von Bakteriophage M1 3-haltigen Losungen bzw. 
Suspensionen. 

2 L einer Bakteriophagen M13-ZQchtung werden einer Cross-flow- 
Filtration unter Verwendung einer Hydrosart-Membran (Porengrolie 
0,4 pm) von Sartorius filtriert. 

Die Ergebnisse zeigen, dass mit der einstufigen Methode der Cross- 
flow-Filtration ein Phagentiter von 8x1 0 4 Phagen/L erhalten werden 
kann, was ungefahr dem Ergebnis einer Isolierung der Phagen unter 
Verwendung der im Stand der Technik bekannten zweistufigen 
Methode ..Zentrifugation und PEG/NaCI-Prazipitation" entspricht. 
Ferner konnen mit der Cross-flow-Filtration Kontaminationen mit 
Bakterienzellen im wesentlichen verhindert werden. Somit wird mit 
der Cross-flow-Filtration eine einfache und schnelle Methode zur 
Abtrennung von Phagen von Bakterienzellen bereitgestellt, die eine 
mindestens gleich gute Ausbeute wie die im Stand der Technik 
bekannte Methode ..Zentrifugation und PEG/NaCI-Prazipitation" 
liefert. Der Endotoxin-Gehalt der durch Cross-flow-Filtration 
erhaltenen Phagen entspricht ungefahr dem der Methode 
.Zentrifugation und PEG/NaCI-Prazipitation". 

Beispiel 2: Inonenaustausch-Chromatographie von Baktiophage M1 3-haltigen 
Losungen bzw. Suspensionen. 



2 mL einer 7 mg M13-Phagen enthaltenden Losung, welche 
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Beispiel 1 stammt, werden einer lonenaustausch-Chromatographie 
unter Verwendung einer von Sartorius erhaltlichen lonenaustausch- 
Membran Q75 bei 4°C unterzogen. Die Bindung der Phagen an die 
Membran erfolgt mit einem Bindungspuffer (PBS, pH7). Zur Elution 
5 der ebenfalls an die Membran gebundene Endotoxine wird die 

Membran mit einem Waschpuffer (PBS, 0,1% (v/v) Triton X-114, 
pH7) gewaschen. Die an die Membran gebundenen Phagen werden 
danach mit einem Elutionspuffer (PBS, kontinuierlicher Gradient: 150 
mM bis 1 M NaCI, pH6) eluiert (vgl. auch Fig. 1). Die einzelnen 
10 Schritte der lonenaustausch-Chromatographie werden durch 

Bestimmung der Phagen (mittels quantitativem ELISA) -und 
Endotoxin (mittels LAL-Test)-Konzentrationen analysiert. 



Mit der lonenaustausch-Chromatographie kann zwar eine 
15 Abreicherung der Endotoxine erhalten werden kann, aber eine 

vollstandige Entfernung ist nicht moglich. 

Beispiel 3: Beladen der mikroporosen Membran Sartobind®, IDA Typ 1 9442 aus 
regenerierter Cellulose, welche mit einem Vlies verstarkt wurde, mit 
20 Cu 2+ -lonen (IDA=lmidodiessigsaure). 



1 



Die regenerierte Cellulose ist durch Einfuhrung bifunktioneller chemischer 
Gruppen gegenuber enzymatischem und chemischem Abbau stabilisiert worden. 
Des weiteren wurden Polymethacrylatketten aufgepfropft, wobei die einzenen 
Monomere jeweils eine Epoxygruppierung enthalten. An diese wurden chemisch 
Iminodiessigsauregruppen gekoppelt. Die Membran ist 275 +/- 27pm dick und 
weist eine Durchflussrate von mehr als 80ml/minbar auf, wenn schwach 
gepufferte wassrige Salzlosungen im pH-Bereich von 5 bis 9 verwendet werden. 
Die nominelle Porengrolie liegt im Bereich von 3 bis 5 pm. 
30 Die in einem Kunststoffgehause angeordnete Membran wird mit einer 50 mL 
Spritze ohne Kolben verbunden und nacheinander mit 3 mL deionisiertem 
Wasser, 4 mL vorgefilterter 0,3 M CuCI 2 -L6sung, 3 ml deionisiertem Wasser und 5 
ml PBS behandelt bzw. gewaschen. Die so behandelte Membran ist nun 
gebrauchsfertig fur eine Affinitatschromatographie. 
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Beispiel 4: Affinitatschromatographische Aufreinigung von rekombinanten 
Phagen unter Verwendung von einer Cu 2+ -enthaltender Membran. 

5 2 mL einer M13/fd-Phagensuspension (in PBS), welche rekombinante Phagen mit 
His-Tag/g8-Fusionsproteinen auf der Oberflache enthalt, wird mit einer 
peristaltischen Pumpe bei einer Flufcrate von 0,25 mL/min auf die gemall Beispiel 
3 erhaltene Cu 2+ -enthaltende Membran aufgebracht. Die Membran wird danach 
dreimal mit 5 mL PBS (W1, W2, W3) bei einer Flufcrate von 0,5 mL/min 
10 gewaschen und anschlie&end werden die an die Membran gebunden 
rekombinanten Phagen nacheinander mit 2 mL 20 mM EDTA, 2 mL 40 mM EDTA 
und 20 mL 80 mM EDTA jeweils bei einer Fluflrate von 0,25 mL/min eluiert (E1, 
E2, E3). Die affinitatschromatographische Aufreinigung wurde mit einem Dot-Blot 
unter Verwendung von monoklonalen Peroxidase-konjugierten/Anti-polyhistidin- 
1 5 Antikorpern analysiert. 

Wie aus Fig. 2 deutlich ersichtlich ist, werden die rekombinanten Phagen 
spezifisch an die Cu 2+ -enthaltende Membran gebunden und mittels EDTA eluiert. 

20 Die verwendete Membran kann durch ausreichendes Waschen mit 0,5 M EDTA 
zur Entfernung der Cu 2+ -lonen, Waschen mit PBS/5 % SDS in umgekehrter 
Richtung und ausreichendes Waschen mit deionisiertem Wasser zur Entfernung 
von SDS wiederverwendet werden oder bei 4 °C in einem versiegelten Behaltnis 
gelagert werden. 



Veraleichsbeispiel 1: Affinitatschromatographische Aufreinigung von 

rekombinanten Phagen unter Verwendung von Ni 2+ - 
Agarosebeads. 



30 Im Handel erhaltliche Ni 2+ -Agarosebeads (Fa. Amersham) werden gemafc dem 
Protokoll der Herstellerin mit den in Beispiel 4 beschriebenen rekombinanten 
Phagen beladen, uber Nacht inkubiert und anschlie&end eluiert. 

Als Ergebnis ist festzuhalten, dad die uber Ni 2+ -Agarosebeads (siehe Dot-Blot in 



_ 1R S Muller-Bore & Partner 

27.01 .04 1 D 

Fig. 3(A) erzielte Aufreinigung von rekombinanten Beaktriophagen mit den Ni - 
Agarosebeads deutlich schlechter ist als die in Fig. 3(B) dargestellte Aufreinigung 
mit der erfindungsgemaft verwendeten Cu 2+ -Membran. 
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Anmelder: Sartorius AG 

Apalexo Biotechnologie GmbH 
"Reinigung von hochmolekularen Verbindungen mittels Affinitatsmembran- 

chromatographie" 

Unser Zeichen: S 6755 - py / tr 



Anspruche 

5 1. Verfahren zur Aufreinigung und/oder Isolierung von in einer Losung oder 
Suspension enthaltenen hochmolekularen Verbindungen mit der Fahigkeit 
zur Metallchelat-Bildung, umfassend die Schritte: 

(a) Aufbringen der Losung oder Suspension auf eine Metallionen- 
enthaltende Membran und 
10 (b) affinitatschromatographische Abtrennung der hochmolekularen 

Verbindungen durch deren Bindung an die Metallionen-enthaltende 
Membran. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , wobei die hochmolekularen Verbindungen ein 
1 5 Molekulargewicht von grower als 1 x1 0 6 Da aufweisen. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die hochmolekularen 
Verbindungen aus der Gruppe, bestehend aus hochmolekularen Proteinen, 
hochmolekularen proteinartigen Verbindungen, hochmolekularen 

|0 Biopolymeren, hochmolekularen Lipiden, Mizellen mit einem hohen 

Molekulargewicht und Liposomen mit einem hohen Molekulargewicht, 
ausgewahit sind. 



25 



4 Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, wobei die Metallionen aus der 
Gruppe, bestehend aus Cu 2+ , Ni 2+ , Zn 2 \ Co 2+ ,Fe 3+ , Mn 2+ und Ca 2+ und 
Gemischen davon, ausgewahit sind. 



5. Verfahren nach Anspruch 4, wobei das Metallion Cu ist. 
30 6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, wobei die Membran ein 
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Matrixmaterial, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus Agarosen, 
modifizierten Agarosen, modifizierten Dextranen, Polystyrolen, Polyethern, 
Polyacrylamiden, Polyamiden, Cellulose, modifizierten Cellulosen wie 
vernetzten Cellulosen, Nitrocellulosen, Celluloseacetaten, Silikaten und 
Poly(meth)acrylaten, Polytetrafluorethylen, Polyestern, Polyvinylchloriden, 
Polyvinylidenfluorid, Polypropylen, Polysulfonen und Polyethersulfonen . 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, wobei die Metallionen- 
enthaltende Membran eine PorengroBe im Bereich von 0,01 bis 12 urn, 
bevorzugt von 0,45 bis 7 urn, besonders bevorzugt von 3 bis 5 urn aufweist. 

Verfahren nach einem der Anspruche 3 bis 7, wobei die hochmolekularen 
proteinartigen Verbindungen aus der Gruppe, bestehend aus 
(Poly)peptiden und Derivaten davon, derivatisierten Proteinen, 
rekombinanten Proteinen und (Poly)peptiden, Dh Tri-, Tetra-, bis 
Multimeren von Peptiden, Polypeptiden oder Proteinen, 
(Multi)proteinkomplexen, Zellorganellen, Fusionsproteinen, Viren oder 
Teilen davon, rekombinanten Viren oder Teilen davon und rekombinanten 
Bakteriophagen oder Teilen davon, ausgewahlt sind. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, worin vor Schritt (a) ein die 
hochmolekularen Verbindungen enthaltendes Gemisch einer 
lonenaustauschchromatographie zur Entfemung von Verunreinigungen 
unterzogen wird. 

Verfahren nach Anspruch 9, wobei die lonenaustauschchromatographie 
unter Verwendung einer lonenaustauschermembran durchgefiihrt wird. 

Verfahren nach Anspruch 10, wobei die lonenaustauschermembran ein 
Matrixmaterial, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus Agarosen, 
modifizierten Agarosen, modifizierten Dextranen, Polystyrolen, Polyethern, 
Polyacrylamiden, Polyamiden, Cellulose, modifizierten Cellulosen wie 
vernetzten Cellulosen, Nitrocellulosen, Celluloseacetaten, Silikaten und 
Poly(meth)acrylaten, Polytetrafluorethylen, Polyestern, Polyvinylchloriden, 
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Polyvinylidenfluorid, Polypropylen, Polysulfonen und Polyethersulfonen 
umfafit. 

Verfahren nach Anspruch 10 oder 11, wobei die 
lonenaustauschermembran eine Porengrofce im Bereich von 0,01 bis 12 
urn, bevorzugt von 0,45 bis 7 urn, besonders bevorzugt von 3 bis 5 urn 
aufweist. 

Verfahren nach einem der Anspruche 10 bis 12, wobei die funktionellen 
Gruppen der lonenaustauschermembran aus der Gruppe, bestehend aus 
DEAE, DEA, CM, QA, TMA, S, SP und Phosphat-Gruppen, ausgewahlt 
sind. 

Verfahren nach einem der Anspruche 9 bis 13, wobei die Verunreinigungen 
bakterielle Endotoxine, Nahrmediumbestandteile und Verunreinigungen von 
Nahrmediumbestandteilen umfassen. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 14, worin vor Schritt (a) 
und/oder vor der lonenaustauschchromatographie gemafi einem der 
Anspruche 9 bis 14 ein die hochmolekularen Verbindungen enthaltendes 
Gemisch einer Filtration unter Verwendung einer Filtrationsmembran zur 
Entfernung von weiteren Verunreinigungen unterzogen wird. 

Verwendung der gemali einem der Anspruche 1 bis 15 aufgereinigten 
und/oder isolierten hochmolekularen Verbindungen als biologisch wirksame 
Bestandteile in einer pharmazeutischen Zusammensetzung welche 
gegebenenfalls einen pharmazeutisch vertraglichen Trager und/oder 
Verdunnungsmittel enthalt. 
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Anmelder: Sartorius AG 

Aoalexo Biotechnologie GmbH 
"Reinigung von hochmolekularen Verbindungen mittels Affinitatsmembran- 

chromatographie" 

Unser Zeichen: S 6755 - py / tr 



Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Aufreinigung und/oder 
Isolierung von in einer Losung oder Suspension enthaltenen hochmolekularen 
Verbindungen, wie hochmolekulare Proteine oder proteinartige Verbindungen, 
mittels Affinitatschromatographie unter Verwendung von Metallionen-enthaltender 
Membranen. 
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